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(57) Abstract 

/?-catenin is a central molecule of the Wnt signal path. Increasing 0-catenin in the cell leads to the translocation in the cell nucleus 
and to the interaction with transcription factors of the LEF— 1/TCF family. This can lead to colonic cancers and melenomas (oncogenic signal 
path). However, jS-catenin also interacts with the tumor-suppressor genes APC, conductin and E-cadherin which have a contrary effect 
on the cell (anti-oncogenic effect). The invention relates to peptides derived from LEF- 1 -/TCF-4- transcription factors and analogous 
molecules in the treatment of tumors, especially for treating colonic cancers and melanomas. These peptides and analogous molecules 
influence the interaction between £-catenin and LEF- 1/TCF. The invention can be used in the fields of pharmaceuticals and medicine. The 
invention essentially relates to peptides, said peptides comprising the parts of the LEF-l/TCF-4-transcription factors, and to the variants 
and mutations thereof. The peptides are preferably comprised of 10-40 amino acids from the N-terminal area of LEF-1 or TCT-4. The 
invention also relates to peptides or analogous molecules derived from the armadillo region of /? -eaten in which were identified as interaction 
domains with LEF-l/TCF, APC, conductin and E-cadherin. These peptides or analogous molecules can likewise inhibit the interaction 
between 0-catenin and LEF-l/TCF, or in the case of APC or conductin, can increase the concentration of /?-catenin in the cell. These last 
molecules can be used in order to influence the formation of tissue and organs, for example, in order to promote hair growth. 

(57) Zusammenfassung 

/?-Catenin ist ein zentrales Molekiil des Wnt-Signalweges. Erhdhung von 0-Catenin in der Zelle fQhrt zur Translokation in 
den Zellkem und zur Interaktion mit Transkriptionsfaktoren der LEF-l/TCF-Familie. Dies kann zu Kolonkarzinomen und Melanomen 
fiihren (onkogener Signalweg). /?~Catenin interagiert aber auch mit den Tumorsuppressorgenen APC, Conductin und Er-Cadherin, die eine 
gegenteilige Wirkung auf die Zelle ausiiben (anti-onkogene Wirkung). Die Erfindung betrifft von LEF-l-/TCF-4-Transkriptionsfaktoren 
abgeleitete Peptide und analoge Molekiile in der Tumortherapie, insbesondere zur Behandlung von Kolonkarzinomen und Melanomen. 
Diese Peptide und analogen Molekiile beeinflussen die Interaktion zwischen 0-C atenin und LEF-l/TCF. Anwendungsgebiete der 
Erfindung sind die pharmazeutische Industrie und die Medizin. Wesentlicher Teil der Erfindung sind Peptide, die Teile der 
LEF- 1 -/TCF-4-Transkriptionsfaktoren umfassen, und ihre Varianten und Mutanten. Sie bestehen vorzugsweise aus 10-40 Aminos&uren 
aus dem N-terminalen Bereich von LEF-1 bzw. TCF-4. Im weiteren umfaBt die Erfindung Peptide Oder analoge Molekiile, abgeleitet aus 
der Armadillo-Region von 0-Catenin, die als Interaktionsdomanen zu LEF-l/TCF, APC, Conductin und Er-Cadherin identifiziert wurden. 
Diese Peptide oder analogen Molekiile kbnnen ebenso die Interaktion zwischen /?-Catenin und LEF-l/TCF hemmen, oder, wie im Falle 
von APC Oder Conductin, die Konzentration von /?-Catenin in der Zelle erhOhen. Diese letzteren Molekiile kdnnen zur Beeinflussung von 
Gewebe- und Organbildung, z.B. zur Fbrderung des Haarwuchses eingesetzt werden. 
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MITTEL ZUR THERAPIE VON MENSCHLICHEN ERKRANKUNGEN, AUSGEHEND VON /9-CATENIN, SEINE 
HERSTELLUNG UND SEINE VERWENDUNG 



Beschreibung 

Die Erfindung betrifft Mittel zur Therapie von menschlichen Erkrankungen auf der Basis 
von Substanzen, die die Interaktion von p-Catenin mit Transkriptionsfaktoren und 
Tumorsuppressor-Genprodukten beeinflussen. Danmter befinden sich von LEF-1-/TCF-4- 
Transkriptionsfaktoren und von p-Catenin abgeleitete Peptide und ahnliche Molekule. 

Sie betrifft ferner ein Verfahren zur Auffindung solcher Substanzen sowie die Anwendung 
des Mittels, bevorzugt fur die Therapie von Tumoren wie Kolonkarzinomen und 
Meianomen. 

Anwendungsgebiete der Erfindung sind demzufolge die phannazeutische Industrie und die 
Medizin. 

3-Catenin ist ein zytoplasmisches Protein mit verschiedenen Funktionen in der Zelle. Im 
Komplex mit den Zelladhasionsmolekulen der Cadherin- Familie stellt p-Catenin die 
Veibindung zum Zytoskelett her (Hulsken, J. et al., E-cadherin and APC compete for the 
interaction with beta-catenin and the cytoskeleton. J-Cell-Biol. 127: 2061-9, 1994). 
Zusatzlich ist P-Catenin eine Komponente der Wnt-Signaltransduktion, die in der 
Embry onalentwicklung eine grofie Rolle spielt. Der Transkriptionsfaktor LEF-1 wurde als 
Interaktionspartner von P-Catenin in dieser Signalkaskade indentifizieit (Behrens, J. et al.. 
Functional interaction of beta-catenin with the transcription factor LEF-1. Nature, 382: 
638-42, 1996). Der Mecfaanismus der Signal transduktion durch p-Catenin und LEF-1 ist 
geklart: Er besteht in dem dutch LEF-1 vermittehen Transport von p-Catenin in den 
Zellkem. Im Zellkem reguliert dieser Komplex die Genexpression durch die im Komplex 
veranderte, LEF-1 induzierte DNA-Biegung und durch die carboxy-terminale 
Transaktivierungsdotnane von P-Catenin. Inzwischen wurde gezeigt, dafi auch andere 
Mitglieder der LEF-1 /TCF-Familie von Transkriptionsfaktoren, z.B. TCF-4 diese 
Signaltransduktion vermitteln konnen (Korinek, V. et al.. Constitutive transcriptional 
activation by a beta-catenin-Tcf complex in APC-/- colon carcinoma. Science, 275: 1784- 
87, 1997). 

Voraussetzung fur diese P-Catenin-abhangige Signaltransduktion ist die Stabilisienmg des 
zytoplasmatischen Pools von freiem, nicht Cadherin- gebundenem P-Catenin. Dieser Pool 
wird durch die Glykogen-Synthetase-Kinase 3P, durch das Tumorsuppressor-Genprodukt 
APC sowie durch Conductin/Axin negativ reguliert. 
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Fur Karzinome und Melanome wurde gezeigt, dafi Mutationen im N-Terminus von 0- 
Catenin oder in der 0-Catenin-Bindungsdomane von APC diese Regulation aufheben 
(Morin, P.J. et al.. Activation of beta-catenin-Tcf si gnalin g in colon cancer by mutations 
in beta-catenin or APC. Science, 275: 1787-90, 1997). Als Konsequenz wird der 0- 
Catenin-Pool stabilisiert. In Melanomen fuhrt diese Stabilisienmg zur LEF-1 vermittelten 
Translokation von 0-Catenin in den Zellkem, wahrend in Kolonkarzinomen vor allem 
TCF-4 Funktion erfullt. Die transkriptionelle Aktivitat des Komplexes in Karzinom- 
Zellini en wurde durch die Aktiviening eines Reportergens belegt. Dariiber hinaus konnle 
gezeigt weiden, dafi diese Aktivitat in APC-defizienten Kolonkarzinom-Zellinien nach 
Wiedereinfuhrung von APC inhibiert wurde. 

APC-Mutationen wurden in dor uberwiegenden Mehrbeit von Kolonkarzinomen 
identifiziert, wahrend nicht APC-defiziente Tumore Mutationen im 0-Catenin-Gen 
aufweisen. Das Resultat dieser Mutationen von APC Oder 0-Catenin ist die Aktivierung der 
Signaltransduktion durch den 0-Catenin-LEF/TCF-Komplex. Es unterstreicht die 
SchlOsselrolle von 0-Catenin in der Tumorentstehung. Da APC-Mutationen als ein fnihes 
Ereignis in der Enstehung von Kolontumoren identifiziert wurden, ist die Aktivierung des 
0-Catenin-LEF/TCF-Komplexes wahrscheinlich ein zentraler Schritt in der 
Tumorentstehung. 

Es wurde bereits versucht, die Schlusselrolle von 0-Catenin in der Tumorentstehung fur die 
Entwicklung von Tumortherapeutika auszunutzen. Nahezu zehgleich wurden in den USA 
zwei P atentanme ldungen vorgenommen, die inzwischen als WO-Schriften verdffentlicht 
wur den In WO 98/41631 (John Hopkins Universitat - B. Vogelstein) wird die 
twinflncgung von lnteraktionen von 0-Catenin, TCF-4 und dean T umorsuppressor- Protein 
APC mit dem Ziel dor Verhinderung von Krebsentstehung beansprucht. Dabei wurde 
gezeigt, dafi Produkte von mutierten APC-Genen, die in Kolorektal-Tumoren nachgewiesen 
wurden, die 0-Catenin/TCF-4-Transkriptionsaktivierung nicht mehr regulieren konnen. 
Weiterhin weisen Kolorektal-Tumore mit intakten APC-Genen Aktivierungsmutationen von 
0-Catenin im N-Terminus auf, was die Funktion der wichtigen Phosphorylierungsorte 
beeinflufit. Daraus wird abgeleitet, dafi die Regulierung von 0-Catenin fur den 
Tumorsuppressorwirkung von APC kritisch ist und dafi diese Regulierung durch 
Mutationen in APC oder in 0-Catenin umgangen werden kann. Der Hauptanspruch betrifft 
das intronfreie DNA-Molekul, welches fur TCF-4 kodiert. 

WO 98/42296 (Onyx Pharmaceuticals Inc. - Rubinfeld) betrifft Zusammensetzungen und 
Methoden zur Diagnose und zur Behandlung von Krankheiten, die durch 0- 
Catenin/Transkriptionsfaktor-Interaktionen ausgelost werden. Der Hauptanspruch betrifft 
das isolierte, stabilisierte 0-Catenin und seine Fragmente, solche Fragmente sind allerdings 
nicht angegeben worden. 
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Die hier beschriebene Erfindung hat zum einen das Ziel, neue Mittel zur B eh andl un g von 
Karzinomen bzw. aberranter Gewebs- und Organentwicklung zur Verfugung zu stellen. Ihr 
liegt die spezielle Aufgabe zugrunde, die Interaktion von P-Catenin mit LEF/TCF- 
Transkriptionsfaktoren als Voraussetzung der Translokation und der Akhvitat des 
Komplexes im Zellkem zu beeinflussen. Diese Modulation soil spezifisch sein, d.h. darf 
mit anderen Interaktionen von p-Catenin (z.B. mit APC, Conductin Oder E-cadherin) nicht 
interferieren . Ein Ziel der Erfindung besteht aufierdem darin, ELISA-V erfahren zur 
Durchmusterung von Substanzbibliotheken zur Auffindung von Molekulen (u. a. Peptiden, 
or ganischen Verbindungen) zu entwickeln, die hochspezifisch nur jeweils eine Interaktion 
des P-Catenin beeinflussen. 

Die Erfindung wird gemafi den Anspriichen realisiert, die Unteranspruche sind 
Vorzugsvarianten . 

In der ersten Realisierung der Erfindung wurden die Bindungsdomanen der LEF/TCF- 
Transkriptionsfaktoren fur p-Catenin identifiziert (Abb.l). Sie sind Ausgangspunkt fur die 
Gewinnung der erfindungsgemaBen Peptide und ahnlicher Molekule. Diese Peptide 
bestehen bevorzugt a us 10-20 Aminosauren langen Sequenzen aus dem N-terminalen 
Bereich von LEF-1 bzw. TCF-4 (Abb.2). Besonders bevorzugt sind es die Peptide 

- bestehend aus den N-terminalen Aminosauren 11-34 von LEF-1 (Abb.l) folgender 
Sequenz 

GDPELCATDEMIPFKDEGDPQKEK 

- bestehend aus den N-terminalen Aminosauren 14-27 von LEF-1 folgender Sequenz 
ELCATDEM3PFKDE 

- be s tehend aus den N-terminalen Aminosauren 7-29 von TCF-4 (Abb.2) folgender 
Sequenz 

GGDDLGANDELISFKDEGEQEEK 

- bestehend aus den N-terminalen Aminosauren 10-23 von TCF-4 folgender Sequenz 
DLGANDELISFKDE 

Bevorzugt sind femer Peptide, in denen die sauren Aminosauren im Abstand von 5 
Aminosaure n angeordnet und durch hydrophobe und basische Aminosauren flankiert sind 
(Abb.2). 
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Diese Peptide konnen gemafl der Erfindung fur die Tumortherapie eingesetzt werden, 
wofur zwei prinzipielle Wege moglich sind. 

a) Verwendung der Peptide als solcbe 

Fin direkter Finsat? der Peptide fur die Behandlung von Tumoren koramt wegen ihrer 
Instab ility gegenuber Proteasen und wegen des Mangels an Membranpermeabilitat im 
allgemeinen nicht in Betracht Eine Stabilisierung erfolgt durcb Kopplung rait einem 
zweiten Peptid, wofiir das sog. Antennapedia-Peptid RQIEIWFQNRRMEWEE 
hervorragend geeignet ist Dieses Peptid ist in der Lage, bis zu 100 Aminosauren lange 
angekoppebe Peptide durch Zellmembranen in das Zytopiasma und den Zellkem zu 
transportieren. Die gekoppelten Peptide konnen vorteilhaft in der Tumortherapie eingesetzt 
werden. 

b) Verwendung der Peptide zum Drugdesign (Peptidmimikry). 

Die erfindungsgemaBen Peptide dienen auch als Giundlage zum Design von Substanzen, 
die durch gezielte Modification die Stabilitat und Wirksamkeit in der Zelle erhohen 
(‘Peptidomimetics ). Beispielsweise kann das durch Einfihren reaktiver Gruppen, 
Austausch von Aminosauren oder Einfuhrung nichthydrolysierbarer peptidahnlicher 
Bindungen erfolgen. 

Durch den Austausch des Kohlenstoffgeriistes (ter Peptide gegen synthetische 
Kohlenstoffgeniste mit gleicher Anordnung von finktionellen Gruppen kann die Stabilitat 
der Molekule ebenfalls erhoht werden (Non-Peptidomimetics). Dieses molekulare Mimikry 
der biologischen Aktivitat der von der minimalen Bindungsdomane von LEF-l/TCF fir p- 
Catenin abgeleiteten inhibitorischen Peptide (Abb.3 und 4) ermoglicht die Produktion 
potenterer Wirkstoffe fir die Tumortherapie. 

In einem zweiten Schritt zur Realisierung der Erfindung wurden die Regionen von P- 
Catenin identifiziert, die fir die spezifischen Bindungen zu LEF-l/TCF-4, APC (20 und 
15 Ammosauren-Repeats enthaltende Domanen), Conductin und E-Cadherin verantwortlich 
sind. Es wurde gefunden, daB diese Regionen zum Teil uberlappen und die Armadillo- 
Domanen 3-8 von P-Catenin betreffen (Abb.5 und 6). Der Kempunkt dieses Schritts 
besteht darin, daB Mutationen von P-Catenin erzeugt wurden, welche spezifische 
Interaktionen zu einzelnen Partnern verhindem. Es handelt sich im einzelnen um folgende 
Mutationen, bezogen auf die in der Anlage beschriebene Teilsequenz von P-Catenin 
(Tab.l): 
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His 470, Arg 469 Keine Interakdon mit LEF-l/TCF-4 

Trp 383 Keine Interakdon mit APC 20aa 

Arg 386 Keine Interakdon mit APC 15aa 

Phe 253, Arg 274, Trp 338 Keine Interakdon mit Conductin 

Damit ist die Moglichkeit gegeben. Peptide und anaioge Molekule zu generieren, die 
spezifisch die Interaktionen von P-Catenin mit APC, P-Catenin mit Conductin Oder P- 
rat<>nin mit E-Cadherin hemmen. Diese Molekule eignen sich ebenso zur Generienmg 
nwiff P hannaka . Dazu werden potentielie Kandidaten fur eine cancerostadsche 
Wir ksamkeit mit p-Catenin und z. B. LEF-1 unter Bedingungen in Kontakt gebracht (z.B. 
in einem ELISA ), bei denen diese Proteine eine Bindung eingehen. Es wird daim 
g emessen , in welchem Mafie diese Bindung durch die zugesetzte Substanz gehemmt wird. 

Die Wnt-Si gnaltrans duktion und ihre Komponenten spielen ebenfalls eine Rolle bei der 
Entwicklung und Erbaltung von Geweben und Qrganen, z.B. von bestimmten Regionen des 
Gehims, der Extremitaten, der Niere sowie der Haut. Die gewebsspezifische Ausschahung 
des p-Catenin-Gens in der Maus zeigt, daB p-Catenin fur die Entwicklung der Haut und 
insbesondere der Haare von Bedeutung ist. Dadurch erstreckt sich die Erfindung auch auf 
Verfahren der Fdrderung der Haut- und Haarentwicklung durch erhohte Expression von P- 
Patpnin (oder von stabilerem P-Catenin ). Das kann man beispielsweise durch Inhibition 
der Interakdon mit APC oder Conductin erreichen. 

So konnen erfindungsgemafi spezifische Inhibitoren der P-Catenin /APC- oder der P- 
Patftnin /Conductin-Interaktion genutzt werden, um in Zellen und Geweben erhohte p- 
Ca tenin— Konzentrationen zu erreichen. Ebenso fordert Conductin, das ein anaioges Protein 
zu Axin ist, den Abbau von p-Catenin. Inhi bitoren der P-Catenin/ APC-und p- 
Catenin/ Conductin- Interakdon kann eingesetzt werden, um in Organentwicklungsvorgange 
einzugreifen. Z.B. kormte so die Haarentwicklung beim Menschen lokal gefordert werden. 

Im Finw-lnen wurden folgende U ntersuc hungen durchgefuhrt. 

1. Charakterisienmg des minimalen Bindungsdomane von LEF/TCF fur 3-Catenin: 

Zur Identifizierung der minimal en Bindungsdomane wurde das ’Hefe-2-Hybrid-System’ 
eingesetzt (Abb.l). Die minimal e Bindungsdomane konnte auf die N-terminalen 
Aminosauren 11-27 von LEF-1 begrenzt werden, welches den Aminosauren 7-29 in TCF-4 
entspricht (Abb. 2). Die Interakdon von N-terminalen LEF-1 Fragmenten mit P-Catenin 
wurde anhand der Aktivienmg eines lacZ-Reportergens bestimmt (s. Ausfuhrungsbeispiel). 
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Im ELISA mit synthetischen Peptiden wurde gezeigt, dafi ensprecbende Peptide (11-34, 14- 
27) die P-Catenin/LEF- 1 -Komplexbildung spezifisch inhibieren. Analoges gilt fur die 
TCF4 Peptide 7-29 und 10-23 beziiglich der P-Catenin/TCF-4-Komplexbildung (Abb.2). 

Die fur die Inhibition essentiellen Aminosauren wurden durch Synthese mutanter Peptide 
identifiziert (Abb.2). Fur die Funktion der Peptide ist eine symmetrische Anordnung von 
sauren Aminosauren (Asparaginsaure und Glutaminsaure) im Abstand von 5 Aminosauren 
flankiert durch hydrophobe Aminosauren (Leucin, Isoleucin) und eine basische Aminosaure 
(Lys) wesentlich. Der Austausch von Phenylalanin Oder Lysin durch Alanin hebt die 
Inhibition durch das Peptid ebenfalls auf. Die Bedeutung der sauren und aromatischen 
Aminosaurereste wurde im Kontext des gesamten LEF-1 Molekiils durch einen Kern- 
Translokationstest (Abb .4) von endogenem p-Catenin und durch einen 

T ransaktivierungstest in Saugerzellen bestatigt. 

2) Charakterisierung der Interaktionsdomane von P-Catenin fur LEF-1, APC, Conductin 
und E-Cadherin. 



Die Armadillo-Region von P-Catenin wurde von Huber et al. 1997 kristallisiert und durch 
Rdntgen-KristaU-Stnikturanalyse charakterisierL. Eine basische Grube konnte identifiziert 
werden, die fur die Interaktion mit den sauren Aminosauren von LEF-1 (siehe oben) 
verantwortlich sein konnte. Es wurden deshalb basische (Lys, Arg, His) sowie einige 
aromatische (Trp) Aminosauren in den Armadillo- W iederhoiungseinheiten 3-9 von p- 
Gatpnin mutiert (Abb. 5). Es wurde darauf geachtet, dafi vor allem freie Aminosaurereste 
der Helices 3, die die Basis der Grube bilden, sowie einige Aminosaurereste des einen 
Randes (Helix 1) mutiert wurden. Die mutanten P-Catenine wurden darauf getestet, ob sie 
noch mit den Interaktionspartnem LEF/TCF, APC, Conductin und E-Cadherin interagieren 
(Tab. 2). Durch dieses Verfahren konnten kritische Aminosaurereste von P-Catenin 
identifiziert werden, die fur spezifische Interaktionen von Bedeutung sind (Abb.5 und 6). 
Es ist dadurch gelungen, spezifische Regionen von p-Calenin fur die einzelnen 
Interaktionspartner zu identifizieren (Abb. 6). Diese Regionen sind fur die Identifizierung 
von Molekiilen wichtig, welche spezifisch die Interaktion von 3-Catenin fur LEF-1, APC, 
Conductin oder E-cadherin beeinflussen. 

Der Befund, dafi die Bindungsdomanen von p-Catenin mit LEF-l/TCF, APC, Conductin 
und E-Cadherin partiell uberlappen, ist essentiell fur die Selektion neuer Therapeutika. Die 
Selektion wird z.B. folgendermafien durchgefuhrt: Es werden Substanzbibliotheken darauf 
getestet, ob sie spezifisch die Interaktion von p-Catenin mit LEF-l/TCF, von P-Catenin 
mit APC (20 Oder 15 Aminosaure- Repeats) , von p-Catenin mit Conductin Oder von p- 
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ratwiin mit E-Cadherin beeinflussen. Im weiteren werden Peptide Oder ahnliche 
Oberflachenstrukturen der Armadillo-Region 3-8 von P-Catenin generiert, die durch 
Mutation von P-Catenin identifiziert wurden, und diese werden anschliefiend auf ihre 
Wirkung auf die Bindung der verschiedenen Interaktionspartner getestet 

Die Interaktion mit LEF-1 /TCF-4 1st onkogener Natnr, d.h. fordert potendell die 
Krebsentstehung, die Interaktionen mit APC, Conductin und E-Cadherin sind potendell 
anti-onkogen, d.h. sie inhibieren die Krebsentstehung. Jede neue Substanz, die in den Wnt- 
Signalweg eingreift, muB deshalb sorgfaltig auf ihre spezifische Wirkung getestet werden. 
Die hier vorgestellte Charakterisiening der Bindungsdomane von P-Catenin stellt dafur die 
Grundlage dar. Substanzen, die spezifisch die P-Catenin/LEF-l/TCF-4-Interaktion 
vermindem, sind deshalb potendelle Anti-Krebs-Therapeutika . Substanzen, die die 
Interaktion zu APC, Conductin Oder E-Cadherin hemmen, fordern potendell dot Wnt- 
Signalweg und kbnnen zur verstarkten Gewebeentwicklung, z.B. zur Forderung des 
Haarwuchses eingesetzt werden. 

Die Erfindung soli nachfolgend durch Ausfiihrungsbeispiele naher erlautert werden. 

1 . Identifizierung der minimalen Bindungsdomane 
von LEF-1 fur P-Catenin: 

Die Interakti on von Teildomanen von LEF-1 mit P-Catenin wuide im Hefe-2-Hybrid 
System durch Besdmmung der P-Galaktosidase-Aktivitat nach Angaben des Herstellers 
(Qontech) analysiert (Abb.l). Fur diesen Zweck wurde die fur die N-terminalen 
Teildomanen von LEF-1 kodierende DNA in die Klonierungsstelle des Lex-A DNA- 
Bindungsdomane enthaltenden Vektors BTM116 inseriert und durch Sequenzierung 
uberpruft. Die DNA-Fragmente von LEF-1 wurden durch Polymerase-Kettenreaktion 
(PCR) und Inkubation mit Restriktionsendonukleasen hergestellt Die P-Catenin kodierende 
DNA wurde in den Vektor pGAD424 (Clontech) fur die Aktivierungsdomane von GAL-4 
kloniert (Behrens et al. 1996). Fur den Vergleich der Interaktion der Hybride wurden die 
P-Galaktosidase-Aktivitaten unabhangiger Experimente gemittelt. 

Die Spezifitat der Interaktion der LEF-1 -Hybride mit P-Catenin wurde anhand der P- 
Galaktosidase-Aktivitat von Hefen, die die LEF-Hybride und die GAL-4 
Aktivierungsdomane ohne P-Catenin herstellten, kontrolliert (Abb.l). Die Expression der 
LEF-1 Hybride wurde im Immunoblot mit Hefezell-Lysaten durch Antikorper (Qontech) 
gegen die Lex-A-Domane der Hybride kontrolliert. Fur die Herstellung der Lysate wurden 
gleiche Hefemengen nach Bestrnunung der optischen Dichte der Kulturen eingesetzt. 
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2. Charakterisierung der P-Catenin Bindungsdomane von LEF-1 ira Test auf den 
Kemtransport. 

Durcb in vitro Mutagenese der cDNA von LEF-1 wurden Punktmutationen in der 
Bindungsdomane von LEF-1 fur P-Catenin eingefuhrt. Die Mutagenese erfolgte mit dem 
'Transformer Site-Directed Mutagenesis Kit” der Firma Clontech nach Angaben des 
Herstellers. Folgende Aminosauren wurden durch A lan in substitniert: Glu 14, Asp 19, Glu 
20, Phe 24, Lys 25, Asp 26 und Glu 27. Die Mutatanten wurden durch Sequenzientng 
iiberpruft und in den Vektor pCG-LEF- 1 (Behrens et al. 19%) kloniert. Nach Transfektion 
von MDCK-Zellen mit LEF-1 oder semen Mutanten, wurde die Translokation von 
endogenem P-Catenin in den Zellkem mit immuncytologischen Methoden analysiert. 
Hierfur wurden je 2.5 x 10^ MDCK-Zellen mit pCG-LEF- 1 transfmert. Die 
Immunodetektion von LEF-1 erfolgte mit Anti LEF-1 Serum aus Kaninchen und Cy2- 
konjugierten Anti-Kaninchen Antikorpem, die Detektion von P-Catenin erfolgte mit 
monoklonalen Antikoipem und Cy3-konjugierten Anti-Maus Antikorpem (Abb.4A). 

3. Charakterisierung und Quantifizierung inhibitorischer Peptide im ELISA: 

Fur die Quantifizierung der Inhibition der LEF-1 /p-Catenin Interaktion durch synthetische 
Peptide wurden beide Proteine in Bakterien rekombinant mit N-terminalen Histidin- 
Sequenzen hergestellt und durch Nickel-Chromatographie gereinigt (Behrens et al. 1996). 
Die Peptide wurden von der Firma Biosyntan mit dem PSSM-8 Automaten (Shimadzu, 
Japan) unter Verwendung der Fmoc/But-Strategie hergestellt (E. Atherton und R.C. 
Sheppard. 1989 IRL Press, Oxford: "Solid phase peptide synthesis - a practical approach”). 
Ca. 50 ng LEF-1 wurde an den Napfen von ELISA-Platten fur 90 Minuten bei 
Raumtemperatur adsorbiert. AnschlieBend wurden die Napfe mit 5% M agermilch-Pulver in 
PBS fur 16 Stunden bei 4° C abgedeckt. Alle weiteren Schritte erfolgten bei 
Raumtemperatur in PBS mit 50 mM Tris HQ (pH 7.5). Nach dem Waschen der Napfe mit 
PBS wurden die Peptidverdunnungen zugegeben. Die Inkubation mit 50-100 ng p-Catenin 
wurden fur 10 Minuten in Gegenwart von 200 mg/ml BSA durchgefuhrt. Die 
Komplexbildung von LEF-1 und P-Catenin wurde durch den Antikdrper PA2 gegen den 
Carboxy-T erminus von P-Catenin nachgewiesen (Hulsken et al. 1994). PA2 wurde fur 10 
Minuten in einer Titerverdiinnung von 1:5000 in 3% Magermilchpulver in PBS zugegeben. 
Nach dem Waschen der Napfe mit PBS erfolgte die Quantifizierung durch Peroxidase 
konjugierte N ach weisantikorper (1:2500 in 3% Magermilchpulver in PBS, Dianova) und 
den Umsatz von o-Phenylendiamin durch photometrische Messung bei 405 nm bestimmt. 
Die Peptide wurden in Konzentrationen von 100 uM bis 0.3 uM eingesetzt. Zur Kontrolle 
der Spezifitat der Inhibition der Interaktion von LEF-1 /p-Catenin wurde P-Catenin in den 

BERICHTIGTES BLATT (REGEL 91) 

ISA / EP 




WO 99/42481 



9 



PCT/DE99/00554 



Napfen adsorbiert und mit den gleichen Antikorpem in Gegenwart und Abwesenheit der 
Peptide nacbgewiesen (Abb.2 und 3). 

Fur die Mutationsanalyse der Peptide wurden bei der Synthese die angegebenen 
Amin osauren durch Alanin ersetzt. Die Quantifizierung der Inhibition der Komplexbildung 
von b-Catenin und LEF-1 erfolgte wie bereits beschrieben (Abb.2). 

4) Herstellung und Testen von Mutanten von p-Catenin, die die Interaktion zu LEF-1, 
APC, Conductin Oder E-Cadherin moduiieren. 

Die Mutagenese von p-Catenin in den Armadillo-Repeats 3-8 wurde mit dem "Mutagenese 
Kit" der Firma Clontech nach dem Protokoll des Herstellers durchgefuhrt und die 
Mutanten durch Sequenzierung uberpruft (Abb. 5). In alien Mutanten wurde die 
urspmngliche Aminosaure durch Alanin substituiert. Fur die Analyse der Interaktionen 
wurde die fur die Aminosauren Leu218-Leu781 kodierende cDNA von humanen P-Catenin 
(Armadillo-Repeat 3 bis zum C-terminalen Ende des Proteins) Oder seinen Mutanten in den 
Fusionsvektor fur die Aktivierungsdomane von Gal-4 (pGAD424, Clontech) kloniert. Die 
cDNA fur die Bindungsdomanen der Interaktionspartner wurde in den LexA-Fusionsvektar 
BTM116 kloniert Hierfur wurde die cDNA von LEF-1 fur die Aminosauren 1-99, von 
Conductin fur die Aminosauren Ala342-Arg465, von humanen APC fur die Aminosauren 
Hisl012-Glul215 (APC 15 Aminosaure-Repeats) und fur die Aminosauren Serl259- 
Aspl400 (APC 20 Aminosaure-Repeats) und von E-Cadherin fur die Aminosauren Gln773- 
Asp884 (cytoplasmatische Domane) mit entsprechenden Primem PCR amplifiziert. Die 
Interaktion der Lex-A-Hybride mit P-Catenin und seinen Mutanten wurde anhand der p- 
Galaktosidase- Reporteraktivitat im Hefe 2-Hybrid System (Protokoll: "Matchmaker*, 
Clontech) quantifiziert (Tab.2 und Abb.6). 
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Legenden zu den Abbildungen und Tabellen: 

Abb. 1: 

Identifiziening der minim alen Bindungsdomane von LEF-1 fur p-Catenin. 

Die Interaktion von Teilen der Bindungsdomane von LEF-1 mit p-Catenin wurde anhand 
der P- Galaktosi dase-Reporteraktivitat im Hefe-2-Hybrid System analysiert. Deletion C- 
Igfmimlgf a mino sauren von LEF-1 bis zum Glu27 und N-tenninaler Aminosauren bis zum 
GlylO fiihit zu keinem Verlust der B indung (11-27), wahrend weitere Deletionen die 
Intorairtinn verhindem (11-23, 17-34). Die minimale Bindungsdomane von LEF-1 fur 0- 
Catenin besteht Hpmnaph aus 17 Aminosauren (11-27) und weist einen sauren Charakter 
auf. Die Teildomane von LEF-1 aus Met 21 bis Val 56 zeigt keine Bindungsakti vital zu p- 
Catenin. 

Abb. 2: 

Charak terisienmg do - minimalen Bindungsdomane von TCF-4 durch Inhibition der 
B indung von p-Catenin an LEF-1 im ELISA. 

Synthetische Peptide aus dem N-Tenninus von hTCF-4 mit Substitutionen fur die 
angegebenen Aminosaurereste wurden auf ihre Fahigkeit getestet, die Interaktion von LEF- 
1 mit P-Catenin zu inhibieren. Substitution der sauren Aminosaurereste von AsplO, Asp 15 
und Asp22 von TCF-4 durch Alanin fuhrt zur Aufhebung der Inhibition durch die 
entsprechen Peptide. Substitution von Phe20 und Lys21 hat die gleiche Wirkung. Durch 
Deletion wurde dine saure, minim ale Bindungsdomane von TCF-4 fur P-Catenin von 14 
Aminosauren Lange (AsplO bis Glu23) identifiziert . 

Abb. 3: 

Inhibition der Interaktion von LEF-1 und P-Catenin durch synthetische Peptide aus der 
minimal en Bindungsdomane von LEF-1 im ELISA 

Das synthetische Peptid aus der minimalen Bindungsdomane von LEF-1 (10-34) hemmt 
die Interaktion von LEF-1 und p-Catenin im ELISA. Eine Reduktion der Komplexbildung 
auf 50% wird bei einer Peptid-Konzentration von 4 /iM gemessen,. wahrend ein Peptid 
von LEF-1 mit den Aminosauren Ile35-Val56 die Komplexbildung nicht hemmt 

Abb. 4: 

Substi tuti on saurer Aminosaure-Reste und von Phenylalanin in der minimalen 
Bindungsdomane von LEF-1 blockiert die Translokation von P-Catenin in den Zellkern. 
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A. MDCK-Zellen wurden mit Wildtyp- und Mutanten von LEF-1 transfiziert und die 
Translokation von endogenen P-Catenin in den Zellkern durch Immunfluoreszensnachweis 
uberpriift. Substitution der sauren Aminosaure-Reste von Aspl9, Glu20, Asp26 und Glu27 
durch Alanin blockiert die Translokation von (J-Catenin in den Zellkern; die Substitution 
der aromaiischen Aminosaure Phe24 hat den gleichen Effekt. Die Substitution von Glul4 
und Lys25 verhindert die Translokation nicbt. Pfeile markieren die LEF-1 transfizierten 
Zeilea in der Immu nodetektion fur endogenes p-Catenin. 

B. Vergleich der minimal en Bindungs-Domanen von LEF-1 und TCF-4 mit den 
entsprechenden Positionen der Aminosauren. 

Abb. 5: 

Mutationen zu Alanin in der Armadillo-Domane von p-Catenin, die zu einer Reduktion von 
mehr als 70%- der Interaktion mit LEF-1, APC, Conductin und E-Cadherin fiihren. 



Die Lokalisation der Mutationen in Bezug zum stmkturellen Kontext (Helix 1-3, in 
Rahmen) ist dargestellt. Die Zahlen fiber den Aminosauren in der Sequenz kennzeichnen 
die analysierten Mutanten. Farblich markiert sind die Mutanten mit mehr als 70%- 
Reduktion in der Interaktion fur LEF-1 (rot), APC (blau), Conductin (grim) und E- 
Cadherin (gelb). Grau unterlegte Aminosauren stellen in alien Repeats konservierte 
identische und chemisch ahnliche Aminosauren dar. 

Abb.6: 

Mutationen in der Armadillo-Domane von P-Catemn, die spezifisch nur die Bindung von 
LEF-1, APC, Conductin oder E-Cadherin verhindern. 

Darstellung der Armadillo-Domane Repeats 3-8 mit Mutationen, die eine Reduktion der 
jeweiligen Interaktion auf weniger als 30% (rot) oder auf 30-60% (gelb) aufweisen. Mit 
Pfeilen gekennzeichnet sind die Mutanten, die fur die jeweilige Interaktion spezifisch sind: 
Arg469 und His470 fur die Bindung von LEF-1, Trp383 fur APC (20 Aminosaure- 
Repeats), Arg386 fur APC (15 Aminosaure-Repeats), Phe253,Arg274 und Trp338 fur 
C o nd ucts Die Interaktionen wurden im Hefe 2-Hybrid System anfaand der P- 
Galaktosidase-Reporteraktivitat bestimmt. 
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Tab.l: 

a mmosaor esequenz der Armadillo-Repeats 3-8 von humanen P-Catenin 
Tab.2: 

Zusammenstellung aller p-Catenin-Mutanten mit weniger als 60% Bindungsaktivitat zu den 
angegebenen Bindungsdomanen von LEF-1 , APC, Conducdn und E-Cadherin. 
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Tab.2 

Interaktion von p-Catenin-Mutanten mit 
LEF-1, APC (20 und 15 Aminosaure -Repeats), 
Conductin und E-Cadherin 



(5-Catenin 

Mutanten 


arm. 

Einh. 


Lfcr-1 


Interaktion mit 

APC-20 APC-15 Conductin 


E-Cadherin 


Phe 253 


3 


- 


40 


- 


17 


- 


His 260 


3 


53 


37 


- 


1 


- 


Arg 274 


4 


- 


40 


- 


29 


50 


Lys 292 


4 


- 


28 


- 


5 


- 


Trp 338 


5 


- 


55 


- 


20 


- 


Arg 342 


5 


- 


29 


- 


20 


41 


Lys 345 


5 


38 


0 


- 


22 


27 


Lys 354 


6 


38 


- 


54 


43 


40 


Trp 383 


6 




0 


59 


- 


- 


Arg 386 


6 


35 




12 


45 


- 


Lys 394 


7 


- 


- 


- 


42 


- 


Lys 435 


8 


- 


- 


30 


42 


- 


Arg 457 


8 


- 


- 


- 


36 


- 


Arg 469 


8 


17 


- 


- 


- 


50 


His 470 


8 


2 


47 


60 


- 


- 



Die Werte geben den prozentualen Anteil der jeweiligen Interaktion 
mit Wildtyp-p-Catenin an. Durch - gekennzeichnete lnteraktionen 
entsprechen 60 -100 % der Wildtyp-lnteraktion. Die Werte wurden 
in Hefe 2-Hybrid-Assays ermittelt. 
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Patentanspriiche 

1. Mittel zur Therapie von menschlichen Erkrankungen auf der Basis von Substanzen, die 

die Interaktion von p-Catenin mit Transkriptionsfaktoren und Tumorsuppressor- 

Genprodukten beeinflussen. 

2. Mittel zur Therapie von menschlichen Erkrankungen auf der Basis von Substanzen, die 

die Interaktion von p-Catenin mit Transkriptionsfaktoren und Tumorsuppressor- 

Genprodukten hemmen. 

3. Mittel zur Therapie von menschlichen Erkrankungen auf der Basis von Substanzen, die 

die interacti on von P-Catenin mit Transkriptionsfaktoren und Tumorsuppressor- 

Genprodukten fordera. 

4. M i ttel narh Anspnich 1 , dadurch gekennzeichnet, daB es die Interaktion von P-Catenin 
mit LEF-1 beeinfluBt. 

5. Mittel nach Ans pn ich 1, dadurch gekennzeichnet, daB es die Interaktion von p-Catenin 
mit TCF-4 beeinfluBt. 

6. Mittel narh Anspnich 1, dadurch gekennzeichnet, daB es die Interaktion von p-Catenin 
mit APC 15 bzw. AP 20 Aminosaure-Repeats beeinfluBt. 

7. Mittel nach Anspnich 1, dadurch gekennzeichnet, daB es die Interaktion von P-Catenin 
mit Conductin beeinfluBt. 

8. Mittel nach Anspnich 1, dadurch gekennzeichnet, daB es die Interaktion von P-Catenin 
mit E-Cadherin beeinfluBt. 

9. Peptide, die Teile der LEF-l-/TCF-4-Transkriptionsfaktoren umfassen, und ihre 
Varianten und Mutanten. 

10. Peptid nach Anspnich 9, bestehend aus 10-40 Aminosauren langen Sequenzen aus dem 
N-terminalen Bereich von LEF-1 bzw. TCF-4. 

11. Peptid nach Anspnich 9-10, bestehend aus den N-terminalen Aminosauren 11-34 von 
LEF-1 folgender Sequenz 

GDPELCATDEMIPFKDEGDPQKEK 
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12. Peptid nach Anspruch 9-10, bestehend aus den N-tenninalen Aminosauren 14-27 von 
LEF-1 folgender Sequenz 

ELCATDEM1PFKDE 

13. Peptid nach Anspruch 9-10, bestehend aus den N-terminalen Aminosauren 7-29 von 
TCF-4 folgender Sequenz 

GGDDLGANDELISFKDEGEQEEK 

14. Peptid nach Anspruch 9-10, bestehend aus den N-terminalen Aminosauren 10-23 von 
TCF-4 folgender Sequenz DLGANDELISFKDE 

15. Peptid nach Anspruch 9-14, dadurch gekennzeichnet, dafi sie saure Aminosauren im 
Ab stand von 5 Aminosauren, die durch hydrophobe Aminosauren flankiert sind, und eine 
basische Aminosaure enthalten. 

16. Verwendung der Peptide gemaB Anspruch 9-15 zur Tumortherapie, 

dadurch gekennzeichnet, daB die Peptide mit einem zweiten Peptid gekoppelt und danach 
in geeigneter Form appliziert werden. 

17. Verwendung nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, daB als zweites Peptid das 
Antennapediapeptid RQIEIWFQNRRMEWEE eingesetzt wird. 

18. Verwendung nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, daB die Peptide und 
Bindungsregionen zur Erhbhung der Stabilitat modifiziert werden (Peptidomimetics) 

19. Verwendung der Peptide und Bindungsregionen gemaB Anspruch 16, dadurch 
gekennzeichnet, daB ihr Kohlenstoffgerust gegen Kohlenstoffgeruste mit gleicher 
Anordnung von funktionellen Gruppen ausgetauscht wird (Non Peptidomimetics). 

20. Peptide und ahnliche Molekule aus der Annadillo-Domane (arm-Einheiten 3-8) von |3- 
Catenin (Sequenz gemaB Anlage: Tabelle 1) und die Mutanten im Kontext des gesammten 
p-Catenin-Molekiils , die mindestens eine der spezifischen Interaktionsdomanen zu LEF-1, 
TCF-4, APC, Conductin Oder E-Cadherin umfassen. 

21. Peptide und Bindungsregionen voo (3-Catenin nach Anspruch 20, die den Bereich von 
His 470 und/oder Arg 469 sowie Fragmente davon umfassen (LEF-l/TCF-Bindungsstelle). 
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22. P-Catenin Mutanten nach Anspruch 20 mit der Mutation His 470 und/oder Arg 469. 

23. Peptide und Bindungsregionen von P-Catenin, die den Bereich von Tip 383 sowie 
F ragmen te davon umfassen (APC-Bindungsstelle, 20 Aminosaure-Repeat) . 

24. p-Catenin Mutanten nach Anspruch 20 mit der Mutation Trp 383. 

25. Peptide und Bindungsregionen von p-Catenin nach Anspruch 20, die den Bereich von 
Arg 386 sowie Fragmente davon umfassen (APC-Bindungsstelle, 15 Aminosaure-Repeat). 

26. P-Catenin Mutanten nach Anspruch 20 mit der Mutation Arg 386. 

27. Peptide und Bindungsregionen von p-Catenin nach Anspruch 20, die den Bereich von 
Arg 386, Phe 253, Arg 274, Trp 338 sowie Fragmente davon umfassen (Conductin- 
Bindungsstelle) 

28. P-Catenin Mutanten nach Anspruch 20 mit einer Oder Kombinationen von folgenden 
Mutationen: Arg 386, Phe 253, Arg 274, Trp 338 

29. Verwendung von Substanzen, die durch Peptidomimetics Oder Non-Peptidomimetics 
aus den Anspruchen 20-28 gewonnen werden. 

30. Verwendung der Peptide und ahnlicher Molekule nach Anspruch 20-28 zum Aufbau 
von Mitteln zur Behandlung von Tumoren, Gewebe und Organschaden, z.B. von 
Haarausfall. 

31. Verwendung der Peptide und ahnlicher Molekule nach Anspruch 20-28 zum Screening 
von Substanzen, die hochspeziiisch eine der Interaktionen von P-Catenin mit LEF/TCF, 
APC, Conductin oder E-Cadherin hemmen oder verstaiken. 

32. Verwendung der Peptide und ahnlicher Molekule nach Anspruch 20-28, die die 
Interaktion von p-Catenin mit LEF/TCF, APC, Conductin oder E-Cadherin hemmen, zur 
Tumortherapie. 

33. Verwendung der Peptide und ahnlicher Molekule nach Anspruch 20-28, die die 
Interaktion von P-Catenin mit LEF/TCF, APC, Conductin oder E-Cadherin fordern, zur 
Gewebe- und Organ-Regeneration (z.B. Haarwuchsfoidenmg). 
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34. ELIS A zur Durchmusterung von Substanzbibliotheken, auf Komponenten hin, die die 
Interaktion von p-Catenin mit LEF-l/TCF, APC, Conductin und E-Cadherin beeinflussen. 

35. ELISA nach Anspruch 35, enhaltend Peptide und Mutanten sowie ahnliche Molekiile 
nach den Ansprnchen 9-15, 20-28 zur Identifizierung von Substanzen zur Tumortherapie, 
Gewebe- und Organregeneration . 
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Abb. 2 
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Inhibition der LEF-1/p-catenin Interaktion 
durch synthetische Peptide aus der 
Minimalen Bindungs-Domane 



LEF-1 




35-56 



11-34 



Abb. 3 
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Interaktion von p-Catenin Mutanten mit : 
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